Influenssa A -viruksen osoitus vedestä by Rönnqvist, Maria
Helsingin Yliopisto
Eläinlääketieteellinen tiedekunta
Elintarvike- ja ympäristöhygienian laitos
Elintarvike- ja ympäristövirologian oppiaine




Tiedekunta ?- Fakultet – Faculty
Eläinlääketieteellinen tiedekunta
Laitos ? - Institution – Department
Elintarvike- ja ympäristöhygienian laitos
Tekijä?? ? - Författare – Author
Maria Rönnqvist
Työn nimi?? - Arbetets titel – Title
Influenssa A -viruksen osoitus vedestä
Oppiaine ? - Läroämne – Subject
Elintarvike- ja ympäristövirologia
Työn laji?? - Arbetets art – Level
Lisensiaatintyö
Aika?? - Datum – Month and year
20.10.2008
Sivumäärä?? - Sidoantal – Number of pages
56
Tiivistelmä?? - Referat - Abstract
Influenssavirukset aiheuttavat tarttuvan hengitystieinfektion, joka voi pahimmillaan johtaa potilaan
kuolemaan. Erityisen virulentteja ovat sellaiset influenssa A -viruskannat, joille potilaalla ei ole
aikaisempaa vastustuskykyä. Noin kymmenen vuotta sitten havaittiin, että lintujen influenssa A -virus
(H5N1) voi tarttua isäntälajeistaan linnuista suoraan ihmiseen aiheuttaen vakavan infektion.
Veden merkityksestä influenssavirusten levittäjänä on vielä melko vähän tietoa. Tiedetään kuitenkin, että
influenssa A -virus infektiot ovat linnuilla suolistoperäisiä ja etenkin puolisukeltajien ulosteen mukana
luonnonvesiin erittyy suuria määriä virusta. Näyttäisi siltä, että influenssavirus voi säilyä
infektiokykyisenä suolattomassa lievästi emäksisessä viileässä vedessä jopa 30 vuorokautta. Lisäksi on
arveltu, että influenssavirus voi säilyä talven yli jäähän hautautuneena ja olla edelleen infektiokykyinen
kevään sulattaessa jäässä olleet vesistöt.
Työn tavoitteena oli kehittää suodatusmenetelmä, jota voidaan käyttää influenssa A -virusten
osoittamiseen vesistä. Työssä verrattiin keskenään kolmea suodatinkalvoa, Zetapor-, Millipore- (SMWP),
ja Sartorius-suodatinta (D5F), joiden toimivuus perustuu viruksen sähköisen pintavarauksen ja
suodattimen varauksen keskinäiseen vuorovaikutukseen. Lisäksi yritettiin selvittää, voidaanko viruksen
reseptorispesifisyyttä hyväksi käyttäen parantaa suodatustulosta käsittelemällä suodatinkalvot kanan,
sian tai naudan seerumeilla ennen suodatusta. Nämä seerumit eroavat toisistaan hiilihydraattien
siaalihapon sidostyypin suhteen.
Työssä käytettiin ihmisen influenssa A (H3N2) sekä ankan influenssa A (H5N2) -viruskantoja. Tislattuun
veteen lisättiin haluttu määrä virusta ja näin saatu näyte imettiin alipaineen avulla toimivan
suodatusjärjestelmän läpi. Virukset irrotettiin suodattimelta RNA-eristyskitin lyysispuskurilla (QIAamp
viral mini RNA kit), mikä hajotti viruksen rakenteen ja vapautti viruksen genomin jatkokäsittelyä varten.
RNA puhdistettiin käyttäen samaa kittiä ja mittaukset tehtiin reaaliaikaisen PCR-menetelmän avulla.
Käytetyissä olosuhteissa Millipore-suodatin oli tehokkain suodatettaessa influenssaviruksia. Saanto
vaihteli 62,1 ja 65,9 % välillä ollen 2,5-21,2 kertaa parempi muihin suodattimiin nähden. Toiseksi paras
suodatin oli tässä tutkimuksessa Zetapor (9,5-24,7 %), tosin ero Sartorius-suodattimeen (3,1-18,6 %) on
melko vähäinen. Suodattimen kastaminen seerumeihin ei näissä tutkimuksissa muuttanut
suodatustulosta seerumittomaan Millipore-suodattimeen verrattuna.
Tutkimuksen tulokset ovat alustavia ja herkän menetelmän kehittäminen influenssaviruksen
osoittamiseksi vesinäytteistä vaatii vielä lisätutkimuksia. Luonnonvesien suodatusta suunniteltaessa
Millipore-nitroselluloosasuodatin on hyvä valinta tehokkuuden lisäksi myös suuren huokoskokonsa
vuoksi.
Avainsanat – Nyckelord – Keywords
 Influenssa A, suodatus, siaalihapporeseptori
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited
 Viikin tiedekirjasto
Työn valvoja (professori tai dosentti) ja ohjaaja(t) – Instruktör och ledare – Director and Supervisor(s)
valvoja ja ohjaaja: dos. Leena Maunula
ohjaaja: prof. emer. Carl-Henrik von Bonsdorff
Tiedekunta ?- Fakultet – Faculty
Faculty of Veterinary Medicine
Laitos ? - Institution – Department
Department of Food and Environmental Hygiene
Tekijä?? ? - Författare – Author
Maria Rönnqvist
Työn nimi?? - Arbetets titel – Title
Recognition of Influenza viruses from water samples
Oppiaine ? - Läroämne – Subject
Food and Environmental Virology
Työn laji?? - Arbetets art – Level
Licenciate thesis
Aika?? - Datum – Month and year
20.10.2008
Sivumäärä?? - Sidoantal – Number of pages
 56
Tiivistelmä?? - Referat – Abstract
In humans influenza viruses cause infectious respiratory disease, which can in worst case be lethal. Particularly
virulent are those influenza A virus strains against which the patient has no previous immunity. It is known that
birds serve as reservoir for all influenza viruses.  Approximately ten years ago it was found that bird influenza A
virus (H5N1) can be transmitted from birds to man causing serious infection.
Very little is known about the significance of water in spread of influenza viruses. However it is known that
influenza A viruses in birds multiply in the gut. Particularly duck-type of birds excrete large amounts of viruses to
lakes and oceans in their feces. It has been shown that influenza viruses could stay infectious as long as 30 days if
the water is salt free, moderately alkaline and cool. It is presumed that influenza viruses can survive over the winter
buried in ice and be still infectious when the ice melts in spring.
The goal of this study was to develop a filtrating method that could be used to detect influenza A viruses from
water samples. Three commercial filters, Zetapor, Millipore (SMWP) and Sartorius (D5F), were compared,. The
concentration of viruses is based on electric interaction between the filters and the viruses. An additional goal was
to figure out if the results of the filtration could be improved by dipping the filter to chickens, pigs or cows serum
before the filtration. These sera differ from each other in carbohydrate chain sialic acid bonding.
In this study human influenza A virus strain (H3N2) and bird influenza A virus strain (H5N2) were used. The
desired amount of the virus was added to distilled water and the specimen was poured into the filtrating system that
worked on negative pressure. To test the receptor specificity Millipore filters were incubated in inactivated
chicken, pig or cow serum before filtration.
The viruses were eluted from the filter membrane using a lysis buffer from RNA purification kit (QIAamp viral
mini  RNA  kit).  In  the  buffer  the  genome  of  the  virus  was  released  from  its  structural  components.  RNA  was
purified using the same kit and detected by real-time RT-PCR.
In this study Millipore filter was the most efficient in filtrating influenza viruses. Virus recovery using this filter
varied between 62,1% and 65,9%. It was 2,5 to 21,2 times more efficient than the other two filters. The second best
filter was Zetapor (9,5-24,7%), although the difference between Zetapor and Sartorius (3,1-18,6%) was minimal.
Dipping the filter into the sera showed no difference to the results compared to filters without serum.
Millipore nitrocellulose filter would be a good choice for filtrating lake and sea waters because of its large pore
size. Because the amounts of the viruses in natural waters are most likely very small, each step in the method
should be optimized to further increase the sensitivity of the filtration method.
Avainsanat – Nyckelord – Keywords
Influenza A, filtration, sialic acid receptor
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited
Viikki Science Library
Työn valvoja (professori tai dosentti) ja ohjaaja(t) – Instruktör och ledare – Director and Supervisor(s)
Director and Supervisor: dos. Leena Maunula




2.2 Influenssavirusten rakenne .............................................................................4
2.2.1 Influenssa A-viruksen reseptorispesifisyys .............................................7
2.2.2 Influenssa A -viruksen reseptorispesifisyys ............................................8
2.2.3 Influenssavirusten nimeäminen ............................................................10
2.3 Influenssa A -viruksen muuntuminen...........................................................10
2.4 Influenssavirukset isännässä ja ympäristössä................................................13
2.4.1 Reservuaarit .........................................................................................13
2.4.2 Influenssa A -viruksen selviäminen vaihtelevissa olosuhteissa .............14
2.5 Tartuntareitit ................................................................................................15
2.5.1 Influenssa linnuissa ..............................................................................15
2.5.2 Influenssa ihmisessä .............................................................................16
2.5.3 Lintujen influenssaviruskannat ihmisessä .............................................16
2.5.4 Influenssa muissa eläimissä ..................................................................18
2.6 Influenssavirus H5N1-tartunnan diagnosointimenetelmät.............................18
3. TUTKIMUKSEN TARKOITUS .........................................................................21







5.1 Kolmen suodattimen vertailu .......................................................................40






Vedellä on keskeinen merkitys joidenkin ihmisille ja eläimille haitallisten virusten
levittäjänä. Influenssavirusten esiintymisestä luonnon vesissä on vielä melko vähän
tietoa, eikä tällä hetkellä olla varmoja esimerkiksi siitä, kuinka hyvin influenssavirukset
leviävät veden välityksellä. Linnuilla influenssa A -virusinfektiot ovat suolistoperäisiä
ja etenkin puolisukeltajien ulosteen mukana luonnonvesiin erittyy suuria määriä virusta.
Työn tavoitteena oli kehittää suodatusmenetelmä, jota voidaan käyttää eri
influenssavirusten osoittamiseen luonnonvesistä. Työssä verrattiin keskenään kolmea
suodatinkalvoa, joiden toimivuus perustuu viruksen sähköisen pintavarauksen ja
suodattimen varauksen keskinäiseen vuorovaikutukseen. Lisäksi kokeiltiin uutta
suodatusmenetelmää, jossa käytettävä suodatin kastetaan ennen suodatusta eri
eläinlajien seerumeihin. Suodatusmenetelmän kehittämisessä käytettiin hyväksi
viruksen reseptoritunnistusta, joka mahdollistaa sen tarttumisen seerumiin kastettuun
suodatinkalvoon.
Viruksen tarttuminen seerumiin on huomattu aikaisemmin influenssaviruksella tehdyssä
tutkimuksessa (1). Tutkimuksessa käytetyt soluviljelmät kasvatettiin seerumissa siten,
että seerumia oli vain viljelmän toisella puolella. Influenssavirusten lisäyksen jälkeen
havaittiin, etteivät virukset menneet solujen sisälle odotetun mukaisesti, vaan ne jäivät
kiinni soluviljelyn seeruminpuoleiselle pinnalle. Havainnon perusteella on oletettavaa,
että influenssavirukset tarttuvat seerumissa oleviin samoihin hiilihydraattirakenteisiin,
kuin mitä solujen siaalihapporeseptoreissa on.
Työssä vertailtuja suodattimia on käytetty aiemmin ainakin useiden enteeristen virusten,
kuten noro-, rota-, hepatiitti A - ja polioviruksen suodattamiseen vesinäytteistä (2).
Tarkoituksellisesti kontaminoidun vesinäytteen virusmäärät ja suodattimiin jääneet
virusmäärät on tarkoitus havaita reaaliaikaisella PCR-laitteella. Työssä käytetään sekä
koettimeen perustuvaa PCR-menetelmää että menetelmää, jossa fluoresoiva leima
2tarttuu kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han. Geenimonistuksessa käytettävät alukkeet ja
koetin on suunniteltu ja havaittu toimiviksi influenssavirusten vaippaproteiinin
monistamisessa van Eldenin ryhmän tutkimuksessa (3).
32. KIRJALLISUUSKATSAUS
2.1 Influenssavirukset
Influenssavirukset kuuluvat orthomyksoviruksiin ja ne on jaoteltu kolmeen eri sukuun,
jotka ovat influenssavirus A, B ja C. Jaottelu viruksiin A, B ja C tapahtuu virukselle
ominaisten nukleoproteiinien ja vaippaproteiinien perusteella (4).
Kuva 1. Influenssavirusten evoluutio. Katkoviiva tarkoittaa määrittelemätöntä
ajanjaksoa, muut ajankohdat ovat kronologisessa järjestyksessä. Suluissa olevat
lyhenteet kuvaavat mutaatioita viruksen eri proteiineissa (6).
Kaikki influenssavirukset polveutuvat samasta kantamuodosta, joka on ollut lintujen
virus (5). Influenssa C -virus on eriytynyt omaksi suvukseen ensimmäisenä (Kuva 1)
(4). Ajatusta yhteisestä linnuilta tulleesta kantamuodosta tukee se, että lintulajien määrä
4viruksen isäntänä ylittää reilusti nisäkäslajien määrän (5). Yleisesti ajatellaan, että
muiden eläinlajien influenssavirukset ovat kehittyneet näistä linnuilta tulleista
kantamuodoista (6).
Influenssavirus A on virulentein näistä kolmesta ja aiheuttaa ihmiselle vakavan ja jopa
tappavan akuutin hengitystieinfektion. Tauti leviää yleensä epidemian tavoin ja voi
aiheuttaa maailmanlaajuisia pandemioita. Virus on pystytty löytämään vesilintujen ja
ihmisten lisäksi useista muistakin lajeista, kuten sioista, hevosista ja merinisäkkäistä (4).
Influenssa B - ja C -viruksia on eristetty lähinnä ihmisistä. Influenssa B -virus muuntuu
hitaammin kuin influenssa A -virus ja sillä on kapeampi isäntäkirjo: ihmisen lisäksi
virus on eristetty vain hylkeestä. Hidas muuntuminen ja harvat isäntälajit vaikeuttavat
viruksen leviämistä pienentäen sen mahdollisuutta aiheuttaa maailmanlaajuisia
epidemioita (7). Influenssa C -virus aiheuttaa tautia ihmiselle, sialle ja koiralle (8).
Virus ei saa aikaan suuria epidemioita ja taudin oireet ovat yleensä lieviä (4).
Influenssa B- ja C-virusten voidaan ajatella olevan jäänne aiemmista laajalle levinneistä
lintujen influenssaviruskannoista (6). Ne eivät pysty vaihtamaan geneettistä materiaalia
influenssa A -viruksen kanssa eikä niistä pysty muodostumaan toimivia ja
infektiokykyisiä uusia viruksia.
2.2 Influenssavirusten rakenne
Influenssavirukset ovat muodoltaan soikeita, pallomaisia tai epäsäännöllisen muotoisia
ja niiden halkaisija vaihtelee 80–120 nm välillä (9,10). Myös filamentteina esiintyviä
muotoja tavataan. Virusten genomi on yksijuosteista negatiivisäikeistä RNA:ta ja se on
kooltaan 10.0–14.6 kiloemästä (10). Genomi koodaa jopa 11 proteiinia: kolmea
polymeraasikompleksin muodostavaa proteiinia (PA, PB1 ja PB2), kahta vaippa-
proteiinia eli matrixproteiinia (M1 ja  M2), kahta glykoproteiinia (HA ja NA),
nukleoproteiinia (NP) ja kahta ei-rakenne proteiinia (NS1 ja NS2). Influenssavirusten
genomi on useissa jaokkeissa (4). Jaokkeinen genomi lisää virusten muuntelu-
mahdollisuuksia. Osassa segmenteistä on monia avoimia lukukehyksiä ja ne voivat
koodata useamman proteiinin syntyä.
5Influenssaviruksilla on isäntäsolun solukalvosta tullut rasvavaippa, jonka alla on
vaippaproteiinikerros viruksen genomista ja transkriptiokomplekseista koostuvaa
nukleokapsidia suojaamassa (9). Vaippaproteiinikerroksen läpi ulottuva M2-proteiini
toimii protoneita kuljettavana ionikanavana ja sen tehtävä liittyy viruksen
lisääntymiskiertoon.
Rasvavaippaan on kiinnittyneenä glykoproteiineja, joita influenssa A- ja B-viruksilla on
kaksi: hemagglutiniini (HA) ja neuraminidaasi (NA). Glykoproteiinien HA:NA –suhde
on yleensä 4:1 tai 5:1 (10). Influenssavirus C:llä on vain yksi glykoproteiini,
hemagglutiniini-esteraasi-fuusioproteiini, joka hoitaa hemagglutiniiniproteiinin
tehtävien lisäksi solun virusreseptorien muokkausta (9). Influenssavirus A jaetaan
alatyyppeihin hemagglutiniinin ja neuramidaasin tyyppien mukaan. Hemagglutiniineja
viruksella on 15 eri tyyppiä (H1-H15), neuraminidaaseja yhdeksän (N1-N9). Näiden
glykoproteiinien mukaan määräytyy osittain niiden eläinlajien kirjo, joihin virukset
voivat tarttua (Kuva 2).
6Kuva 2. Influenssa A -viruksen isäntälajit (http://www.medicalecology.org/)
Hemagglutiniini on trimeeriproteiini, joka on kiinni karboksyylipäästään viruksen
kalvossa hydrofiilisen pään osoittaessa ulospäin (10). Neuraminidaasin aminopää
osoittaa kalvossa sisäänpäin ja sillä on pitkä sytoplasminen häntä. Proteiinin
homotetrameerin muodostama pää ja varsi ovat kiinni toisissaan hydrofobisen alueen
avulla.
Influenssaviruksen kiinnittyminen kohdesolun virusreseptoreihin tapahtuu
hemagglutiniinin avulla (9). Virusreseptoreja ovat glykoproteiinien ja glykolipidien
siaalihapporakenteet, joiden muoto vaihtelee eläinlajikohtaisesti. Neuraminidaasin
tehtävänä on katalysoida tarvittaessa terminaalisen siaalihapon pilkkoutuminen, jolloin
virusreseptori tuhoutuu (4).
72.2.1 Influenssa A-viruksen reseptorispesifisyys
Kun influenssavirus on kiinnittynyt kohdesolun pinnalla oleviin siaalihapporakenteisiin,
se kulkeutuu solun sisälle reseptorivälitteisen endosytoosin avulla (Kuva 3) (4). Ennen
infektoitumista hemagglutiniinin esiasteessa tapahtuu muutoksia ja se jakautuu
proteaasien avustuksella kahdeksi osaksi (10). Endosomin matala pH saa aikaan
kolmiulotteisen muutoksen HA2-proteiinissa, mikä edistää viruksen vaipan ja
endosomin kalvon yhdistymistä. Kun useampia HA-molekyylejä on aktivoitunut, M2-
proteiineista muodostuvat protonikanavat aukeavat. Tämä saa aikaan M1-proteiinien
hajoamista, jolloin polymeraasikomplekseihin kiinnittyneet ribonukleoproteiinit
pääsevät isäntäsolun tumaan. Tumassa viruksen RNA:sta syntetisoituu sekä lähetti-
RNA:ta, että komplementaarista RNA:ta, jota käytetään templaattina uutta virusta
valmistettaessa. Lähetti-RNA:ta mallina käyttäen isäntäsolun endoplasmisen kalvoston
ribosomit tuottavat viruksen proteiineja, kuten hemagglutiniinia ja neuraminidaasia.
Isäntäsolun tumassa syntyvät viraalisen RNA:n sisältävät nukleokapsidit, jotka
kulkeutuvat isäntäsolun solukalvolle. Solukalvolla uuden viruksen vaippaproteiinit
ohjaavat viruksen rakentumisen osistaan. Isäntäsolun pinnan siaalihapporakenteet
poistetaan neuraminidaasin entsyymaattisen aktiivisuuden avulla aggregaation
ehkäisemiseksi (10). Lopuksi tapahtuu silmikoituminen isäntäsolun solukalvolta, jolloin
uusi virus saa ympärilleen suojaavan rasvavaipan.
8Kuva 3. Influenssaviruksen rakenne ja lisääntymiskierto (www.reactome.org)
2.2.2 Influenssa A -viruksen reseptorispesifisyys
Viruksen kyky tarttua tietyn eläinlajin solujen siaalihappoihin riippuu siaalihapon
rakenteesta. Siaalihappo on yleinen termi yhdeksän hiilen aminohapolle, jonka
aminoryhmä on korvattu joko N-asetyyli-(NeuAc) tai N-glykosyyli(NeuGc) -ryhmällä
(11). Toinen siaalihapon rakenteeseen liittyvä ero reseptoreissa on siinä, miten
siaalihappo on kiinnittyneenä sen alla olevaan sokeriketjuun. Yleisimmät
kiinnitysmuodot ovat SA2-3Gal?-(?2-3) ja SA2-6Gal?1-(?2-6) (Kuva 4).
Siaalihappojen rakenteelliset monimuotoisuudet vaikuttavat osaltaan siihen, miten
kohdesolu tunnistaa viruksen hemagglutiniinin (4).
9Kuva 4. Siaalihapon kiinnittyminen sokeriketjuun
(http://scienceblogs.com/effectmeasure/upload/2006/10/linkages2.jpg)
Erilaisten siaalihapporakenteiden olemassaolo ja suhteellinen osuus ovat
eläinlajikohtaisia. Naudan, hevosen ja sian virusreseptoreissa on sekä asetyyli- että
glykosyyliryhmäisiä siaalihapporakenteita, kun taas ihmisen reseptoreissa on vain
asetyyliryhmäisiä (11). Siaalihapon sokeriosat vaikuttavat niin ikään viruksen
kiinnittymiseen. Sian influenssavirukset tunnistavat ja sitoutuvat sekä ?2-3, että ?2-6
sidoksiin, kun taas ihmisen influenssavirukset tunnistavat vain ?2-6 sidoksen. Hevosen
hengitysteiden ja ankan suolen epiteelin solut ilmentävät ?2-3 sidosta
siaalihapporakenteissaan (4).
Saatavilla olevat reseptorivaihtoehdot korreloivat influenssa A -viruksen
reseptorispesifisyyteen (4). Tämä rajoittaa niiden eläinlajien kirjoa, johon virus pystyy
tarttumaan. Tiedossa on ainakin kaksi keinoa, joilla influenssavirus A pystyy
kasvattamaan kohde-eläinlajien määrää. Ensinnäkin virus pystyy muuntumaan siten,
etteivät kohde-eläimen vasta-aineet tunnista sitä infektoitumisvaiheessa. Toinen keino
perustuu kohdesolujen siaalihapporakenteisiin. Jo yhden aminohapon korvautuminen
toisella voi vaihtaa viruksen reseptorispesifisyyden eri sokerisidosten välillä. Mikäli
tällainen korvautuminen tapahtuu, virus voi levitä uuteen isäntälajiin.
Viruksen reseptorispesifisyyttä voidaan tutkia hemagglutinaation avulla (12). Viruksen
kiinnittyessä reseptoreihinsa tapahtuu positiivinen reaktio, jolloin punasolut hajoavat ja




Nykyisessä influenssavirusten nimeämissysteemissä nimeen kuuluu virustyyppi,
alkuperäinen isäntälaji (paitsi ihmisten viruksissa), ensimmäisen viruseristyksen
maantieteellinen sijainti, kannan numero, eristysvuosi ja sulkujen sisällä
hemagglutiniinin ja neuraminidaasin alatyyppi (8).
Esimerkiksi työssä käytetty viruskanta A/New Caledonia/20/99 (H1N1) kuvaa
influenssa A -virusta, joka on eristetty ihmisestä New Caledoniassa vuonna 1999.
Kannan numero on 20 ja se on alatyyppiä H1N1.
2.3 Influenssa A -viruksen muuntuminen
Influenssalla on useita eri mekanismeja, joilla se pystyy muuntumaan (9). Näitä
mekanismeja ovat geenien uudelleenlajittelu (antigenic shift), rekombinaatio ja
pistemutaatiot (antigenic drift) (Kuva 5)
Kuva 5. Geenien uudelleenlajittelun (reassortment, antigenic shift) sekä rekombinaation
(antigenic drift) ero (http://online.wsj.com/media/info-avianflu2.gif)
11
Geenien uudelleenlajittelu voi tapahtua, kun kaksi influenssaviruksen eri alatyyppiä
tartuttaa saman isäntäsolun (8). Alatyypit saavat olla peräisin eri isäntälajeilta,
esimerkiksi ihmiseltä ja linnulta. Saman isäntäsolun sisällä eri virusten geenisegmentit
voivat rekombinoitua keskenään, jolloin saadaan uudenlaisia influenssaviruksen
alatyyppejä. Uudelleenlajittelun avulla syntyy influenssaviruskantoja, jotka voivat
isännän vastustuskyvyn puuttuessa aiheuttaa laajoja epidemioita (Kuva 6).
Kuva 6. Geenien uudelleenlajittelun tuloksena voi syntyä viruskanta, jolla on
ominaisuuksia molemmilta emoviruksilta.
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Influenza_geneticshift.jpg
Rekombinaatiossa muodostuu virussegmenttejä, joissa on materiaalia useammalta kuin
yhdeltä virukselta (8). Viruksen genomiin pääsee vierasta geneettistä materiaalia
esimerkiksi replikaation aikana tapahtuvan templaattien vaihdoksen takia.
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Rekombinaatio ei ole kovin yleistä influenssan kaltaiselle negatiivisäikeiselle RNA-
virukselle.
Pistemutaatiot influenssaviruksen genomissa, kuten emästen korvaantumiset, deleetiot
ja insertiot, muuttavat vähän kerrallaan influenssavirusten hemagglutiniinin ja
neuramidaasin rakennetta (8). Tämä hankaloittaa immunologista puolustusta
muuttuneita viruskantoja vastaan, sillä aiempia viruksia vastaan toimineet vasta-aineet
eivät pysty neutralisoimaan uusia viruksia. Jo yksi pistemutaatio influenssaviruksen
hemagglutiniinissa voi riittää aiheuttamaan antigeenivariaatiota. Pistemutaatioita
aiheuttaa etenkin RNA-polymeraasientsyymin huono tarkkuus (ei oikolukua).
Lintujen influenssaviruksia on kahdenlaisia kantoja, matalapatogeenisia (LPAI eli Low
Pathogenic Avian Influenza virus) ja korkeapatogeenisia (HPAI eli High Pathogenic
Avian Influenza virus) (8). Tällä hetkellä tiedossa olevista korkeapatogeenisista
viruskannoista kaikki kuuluvat joko H5 tai H7 alatyyppeihin (13).
Matalapatogeeniset lintuinfluenssat aiheuttavat vähäiset hengitystieoireet ja
mahdollisesti muninnan laskua. Korkeapatogeenisille lintuinfluenssaviruksille on
tyypillistä vakavammat oireet ja korkea kuolleisuus jopa vuorokauden sisällä. Lintujen
influenssavirusten tiedetään muuntuneen LPAI muodosta HPAI muotoon
rekombinaation avulla. Muuntuminen on tapahtunut sellaisissa kannoissa, joiden
hemagglutiniinin rakenteeseen on tullut lisää nukleotideja muilta viruskannoilta. Toisin
kuin villityypin (LPAI) influenssakannat, muuntunut H5N1-kanta replikoituu lähinnä
hengitysteiden, ei suoliston, soluissa (14).
Matala- ja korkeapatogeenisilla viruskannoilla on eroja muissakin ominaisuuksissa,
kuin aiheutetun taudin vakavuudessa. On todettu, että LPAI ja HPAI virustyypit
kasvavat yhtä hyvin 37 °C lämpötilassa, kun taas matalapatogeenisten virustyyppien
kasvu hidastuu 41 °C lämpötilassa korkeapatogeenisten kantojen kasvaessa edelleen
hyvin (15). Näyttäisi siltä, että vesilinnut erittävät H5N1-kannan virusta lyhyemmän
ajan ja virus selviytyisi ympäristössä heikommin kuin villityypin influenssaviruskanta
(14).
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2.4 Influenssavirukset isännässä ja ympäristössä
2.4.1 Reservuaarit
Näyttää siltä, että influenssavirukset vesilinnuissa ovat saavuttamassa tai saavuttaneet
optimaalisen mukautumisen isäntälajiinsa. Tällaisessa tilanteessa aminohappojen
muutokset eivät tuo mutatoituneelle virukselle etua muihin nähden. Mukautumista
kuvaa myös se, että virukselle altistuneille linnuille tulee harvoin mitään sairauden
oireita. Influenssaviruksen tasapainotila isäntälajinsa kanssa tekee vesilinnuista viruksen
luonnollisen reservuaarin. (13).
Influenssaviruksen säilymiselle lintupopulaatiossa on monia teorioita (6). Erään teorian
mukaan virus kiertää jatkuvasti saman muuttolintulajin sisällä. Tätä teoriaa tukee tieto
siitä, että influenssavirusta löytyy vähän talvikuukausina, mutta muuttolintujen
palatessa takaisin pesimäpaikoilleen virusta havaitaan paljon.
Vaikuttaisi siltä, että influenssavirukset kulkevat alueelta toiselle muuttavien
vesilintujen mukana. Jotkin influenssakannat ovat tyypillisiä tietyille muuttoreiteille,
vaikkakin kannat vaihtelevat eri vuosina (6). Näyttäisi siltä, että pohjoisamerikkalaiset
viruskannat eroavat euraasialaisista ja australialaisista kannoista. Tähän ilmiöön voisi
olla syynä lintujen erilaiset muuttoreitit.
Vesilinnut erittävät suuria määriä influenssavirusta ympäristöönsä, myös vesistöihin.
Lintuinfluenssaviruksia on saatu eristettyä tuoreesta ulosteesta ja konsentroimattomasta
järvivedestä lintujen pesimäaikoina, jolloin viruksen erittäjiä on paljon (6). Linnun ikä
näyttäisi vaikuttavan viruksen replikoitumistehokkuuteen isännässään (16). Aikuisten
lintujen ulosteesta saatiin eristettyä virusta harvemmin (1 % näytteistä positiivisia) kuin
kasvavien lintujen ulosteesta (14–17% näytteistä). On arvioitu, että influenssavirusta
kantava vesilintu voi erittää virusta ulosteessaan jopa 3*109 EID50 (keskimääräinen
linnunmunan infektoimiseen tarvittava virusmäärä) ulostegrammaa kohden.
Siperiassa tehdyn tutkimuksen mukaan infuenssa voi säilyä jääpeitteessä (5).
Influenssaviruksen infektiivisyys ei juuri vähene, mikäli olosuhteet viruksen ympärillä
pysyvät riittävän kylminä. Kokeellisesti virusta voi säilyttää -80 °C:n lämpötilassa
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ainakin kahdeksan kuukautta ja -20 °C:ssa kolme kuukautta. Viruksen inaktivoiminen
vaatii kymmenen viikkoa 3-5 °C lämpötilassa. On arveltu, että influenssavirus voi säilyä
talven yli jäähän hautautuneena ja olla edelleen infektiokykyinen kevään sulattaessa
jäässä olleet vesistöt.
2.4.2 Influenssa A -viruksen selviäminen vaihtelevissa
olosuhteissa
Influenssa A -virus ei näytä selviävän pitkiä aikoja yksittäisessä isännässä, mikä kertoo
siitä, ettei influenssa tautina kroonistu. Kanoilla tehdyn tutkimuksen mukaan kokeeseen
käytettyä influenssavirusta erittyi runsaita määriä ensimmäisen viikon ajan viruksen
tartuttamisesta, mutta eritys alkoi vähetä toisen viikon ajan lakaten kokonaan
kolmannella viikolla (15). Viruksen eritys saattaa joissain tapauksissa jatkua jopa
kahdesta neljään viikkoa (6).
Näyttäisi siltä, että virus pystyy säilymään melko hyvin erilaisilla pinnoilla. Muutamia
vuosia sitten kanalassa tehdyn tutkimuksen mukaan kanojen häkeistä otetut
ulostenäytteet ja häkin pinnoilta kerätyt pintasivelynäytteet pysyivät positiivisina
influenssaviruksen suhteen yli kolme viikkoa (15).
Influenssavirus menettää infektiivisyytensä lämmitettäessä. Aktiivisuus menetetään, jos
virusta pidetään 56 °C lämpötilassa 15 minuuttia, 30–37 °C lämpötilassa 24 tuntia tai
15–20 °C lämpötilassa yli kaksi vuorokautta (15). Erään tutkimuksen mukaan
influenssaviruksen infektiivisyys vesistöissä kestää pisimpään veden lämpötilan ollessa
17 °C (17), toisen tutkimuksen mukaan infektiivisyys säilyy sitä pidempään mitä
viileämpi vesi, 4 °C lämpötilassa jopa 30 vuorokautta (14). Jokivedessä
influenssaviruksen on havaittu säilyvän useita päiviä (16), laboratorio-oloissa jopa 190
päivää (14).
Veden suolapitoisuus vaikuttaa influenssavirusten infektiivisyyden säilymiseen.
Virukset säilyivät pitkään veden ollessa täysin suolatonta (0 ppt, parts per thousand sea
salt) ja lievästi emäksistä, mutta infektiivisyys putoaa selvästi veden suolapitoisuuden
kasvaessa (15 ja 30 ppt) (14). Infektiivisyyden putoamisesta huolimatta virus pystytään
kuitenkin havaitsemaan vielä yhdeksän päivän kuluttua veden ollessa 28 °C, 20 ppt
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suolapitoista ja pH:ltaan 8,2 (17). Suolapitoisuuden vaikutus infektiivisyyteen on
suurempi viileässä vedessä (17 °C), kuin lämpimässä vedessä (28 °C) (14).
Aikaisemmin vuoden kylminä kuukausina esiintyneiden H5N1-influenssaepidemioiden
on WHO:n (World Health Organization) julkaiseman raportin mukaan havaittu tulevan
uudelleen esiin kesäkuukausina. Tämän perusteella näyttäisi siltä, että jotkin
influenssakannat ovat kehittäneet keinoja selvitä lämpimämmässä säässä kuin ennen
(18).
Lintujen influenssaviruskannat ovat melko resistenttejä happamille olosuhteille, jotka ne
kohtaavat lintujen ruuansulatuskanavassa (8). Sen sijaan ne ovat melko herkkiä
hapettamiselle, gammasäteilylle, jodille, natriumhydroksidille, formaliinille, fenolille ja
kaliumpermanganaatille (19). Influenssa A -virus pysyy infektiivisenä, jos se altistetaan
viisi minuuttia kaupalliselle desinfiointiaineelle (DC&R spray fumingant, OH; 19,2 %,
2-[hydroxymetyyli]-2-nitro-1, 3-propanedioli, 2,28 formaldehydi; 3,08 %
alkyylidimetyylibentsyyli ammoniumkloridi), mutta kymmenen minuutin altistus
inaktivoi viruksen (15). Lisäksi on todettu, että 70 % vahvuiselle etanolille altistettaessa
virukset kadottavat suurimman osan infektiivisyydestään 10 minuutin kuluessa ja 15
minuutin käsittely hävittää kaiken infektiivisyyden.
2.5 Tartuntareitit
2.5.1 Influenssa linnuissa
Influenssa A -viruksen aiheuttamat infektiot ovat linnuilla suolistoperäisiä ja
sairastuneet linnut erittävät ulosteissaan suuria määriä influenssavirusta ympäristöönsä,
myös vesistöihin (8). Sorsilla lintujen influenssavirukset replikoituvat
ruuansulatuskanavan epiteelisolujen lisäksi myös hengitysteiden soluissa, esimerkiksi
keuhkoissa. Näyttäisi siltä, että feko-oraalinen reitti olisi merkittävä mekanismi
influenssavirus A:n leviämiselle vesilintujen parissa.
Influenssa on sorsilla tyypillisesti oireeton (8). Kalkkuna saa viruksesta yleensä
hengitystieoireita, kanalle tauti aiheuttaa hengitystieoireiden lisäksi muninnan laskua.
Korkeapatogeeninen lintuinfluenssan muoto voi saada aikaan jopa 100 %
kuolleisuuden.
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Ihmisen influenssavirukset replikoituvat sorsalla hengitysteiden yläosissa, mutta eivät
suolistossa. Ne eivät tunnista linnun suoliston reseptoreja eivätkä voi siten kiinnittyä
suolen epiteelin soluihin.
2.5.2 Influenssa ihmisessä
Ihmisen influenssaviruskannat replikoituvat lähes yksinomaan hengitysteiden
pintasoluissa (8). Uusia viruksia vapautuu solujen hengitysteiden puoleiselta pinnalta,
mikä helpottaa viruksen leviämistä seuraavaan isäntään. Virus pystyy replikoitumaan
missä hengitysteiden osassa tahansa, mutta tarvitsee reseptorikseen ?2-6 sidoksellisen
siaalihapporakenteen. Ihmisen tartuttamiseksi tarvittava annos influenssavirusta on
0,6-3 TCID50 (annos joka tarvitaan tartuttamaan 50 % kudosviljelmästä)
aerosolimuodossa suun kautta hengitettynä. Nenän kautta saatu annos pitää olla 127–
320 TCID50. Ihmiselle laajoja epidemioita aiheuttaneet influenssaviruskannat ovat
H1N1, H1N2 ja H3N2 (20).
2.5.3 Lintujen influenssaviruskannat ihmisessä
Lintujen influenssakantojen muuntuminen ihmisille tautia aiheuttavaksi on nähty useita
kertoja viime vuosituhannen puolella (21). Vuonna 1918 Espanjantaudiksi nimetty
influenssapandemia tappoi ainakin 20 miljoonaa ihmistä ympäri maailman. 1957 ja
1968 olleet Aasian pandemia ja Hong Kongin pandemia aiheuttivat niin ikään
ihmishenkien menetyksiä. Espanjantaudin aiheuttaman H1N1-viruksen geenisekvenssin
perusteella on oletettavaa, että kyseinen virus on ollut linnuilta peräisin. Aasian ja Hong
Kongin pandemioiden aiheuttajat ovat olleet ihmisten ja lintujen viruksista yhdistyneitä
rekombinaatioviruksia.
Lintujen influenssavirukset eivät ole aikaisemmin pystyneet siirtymään linnuista
suoraan ihmiseen (21). Ne ovat tarvinneet niin sanotun sekoitussäiliön, kuten sian,
pystyäkseen tarttumaan ihmisiin. 1997 havaittu lintujen H5N1 virus näyttäisi kuitenkin
siirtyneen ihmiseen suoraan linnuilta. H5N1-virus ei ole rekombinaatiovirus, vaan sen
kaikki geenit ovat linnuilta peräisin (21).
Näyttäisi siltä, että espanjantaudin aiheuttaneen viruksen ja H5N1-viruksen välillä on
yhdistävä tekijä (22). Molemmilla viruksilla on toimiva biokemiallinen mekanismi, joka
estää apoptoosia eli ohjattua solukuolemaa. Näin virukselle jää aikaa replikoida itseään
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isännän soluissa. Apoptoosia estävä mekanismi on lintujen influenssaviruksille
tyypillinen. Espanjantaudin kohdalla ominaisuus säilyi jostain syystä sen siirtyessä
ihmiseen.
H5N1-infektion oireet vaihtelevat oireettomuudesta vakavaan keuhkokuumeeseen ja
useamman sisäelimen toiminnan pettämiseen (21). Taudin inkubaatioaika on kahdesta
neljään päivään ja sen alkuoireita ovat olleet päänsärky, väsymys, lihassärky,
nielemiskipu, yskä ja nenänvuoto. Joillain potilailla on lisäksi esiintynyt mahakipua,
oksentelua, ripulia, maksan vajaatoimintaa, Reyen oireyhtymää (kallonsisäisen paineen
kasvu ja rasvan kertyminen mm. maksaan), munuaisten vajaatoimintaa ja septistä
shokkia. Taudin kehittymistä vakavaksi on vaikea ennustaa. Tällaiset potilaat kehittävät
keuhkokuumeen, lymfopenian (veren imusolujen niukkuus) ja munuaisten
vajaatoiminnan alle kahden viikon kuluessa oireiden alkamisesta.
Influenssapotilaiden ennusteen kannalta oleellisia asioita ovat potilaan ikä,
sairaalahoidon aloittamisen ajankohta, alempien hengitysteiden osallisuus oireissa sekä
lymfopenia (21). Vuosien 2003–2004 aikana H5N1-viruskannan aiheuttama taudin
saaneista 44 potilaasta 32 kuoli. 12.5.2006 mennessä H5N1 tartunnan saaneista 208
potilaasta 115 on kuollut lintuinfluenssaan (20). H5N1-kannasta poiketen linnuista
ihmiseen tarttuneet H9N2-kannat eivät ole tähän mennessä saaneet aikaan lievää
influenssaa pahempaa tautia (3).
Jotkut lintujen influenssakannoista, esimerkiksi H7N7, aiheuttavat ihmiselle
konjunktiviittia (23). Tämä johtunee siitä, että ihmisen silmän ja kyynelkanavan
epiteelisoluissa on runsaasti 2,3-sidoksisia siaalihapporakenteita, jotka lintujen
influenssavirukset tunnistavat.
Huolimatta influenssa A -viruksen esiintymisestä vesistöissä vaikuttaisi siltä, että riski
infektion saamiselle vesistöstä olisi ihmiselle hyvin matala (18). Suurempi riski
näyttäisi olevan se, että villit vesilinnut tartuttaisivat ulkona pidettävät tuotantoeläimet,
ja tauti leviäisi näiden lintujen kautta lopulta ihmiseen.
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2.5.4 Influenssa muissa eläimissä
Sikaa pidetään influenssaviruksen "sekoitussäiliönä" (8). Tätä teoriaa tukee se, että sian
hengitysteiden epiteelisoluissa on sekä ihmis- että lintutyypin reseptoreja. Kumpikin
influenssatyyppi voi tarttua sikaan ja sikapopulaatiossa kiertää useita geenien
uudelleenlajittelun tuloksena syntyneitä influenssaviruksia. Sian influenssavirukset
tarttuvat ihmiseen ja saattavat saada aikaan vakavan taudin.
Näyttää siltä, että sika toimii H1N1 ja H3N2 virusten reservuaarina (6). Influenssa voi
aiheuttaa sialle samankaltaisia oireita kuin ihmiselle (vuotoa kärsästä, kuumetta ja
yskää). Lisäksi arvellaan, että influenssa voi aiheuttaa sialle abortteja (8). Kuten sialle,
influenssavirukset aiheuttavat hengitystieoireista tautia myös hevoselle (6).
Influenssaviruksen geenien siirtyminen hevosen ja muiden eläinlajien välillä on rajattua.
Tämä viittaisi siihen, että hevonen olisi joko eristynyt tai ”dead end” reservuaari
influenssavirukselle.
Influenssavirus on saatu eristetty vesinisäkkäistä, minkeistä, kissoista ja koirista (6).
Eristettyjen influenssakantojen tiedetään levinneen ihmiseen, esimerkiksi hylkeeltä
eristetty viruskanta H7N7 aiheuttaa ihmiselle konjunktiviittia (8). H5N1-
lintuinfluenssaviruksen tiedetään aiheuttaneen tappavan taudin tiikereille, jotka söivät
viruksen infektoimia kanoja. Influenssavirus on saatu tarttumaan kokeellisesti edellä
mainittujen eläinlajien lisäksi myös hiiriin, fretteihin ja kädellisiin (8). Joskus
influenssavirukset sopeutuvat nisäkäsisäntiinsä niin nopeasti, että ne menettävät kyvyn
lisääntyä, aiheuttaa taudin oireita ja erittyä lintulajeissa (6).
2.6 Influenssavirus H5N1-tartunnan diagnosointi-
menetelmät
Näyttäisi siltä, että rintaontelon röntgenkuva olisi hyvä ensimmäinen tutkimuskeino
epäiltäessä potilaan sairastavan influenssaa (21). Sen avulla voidaan nähdä soluvälitilan
nestekertymiä ja keuhkolohkojen lyyhistymistä ilman pleuranestekertymää.
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Veren valkosolujen laskenta auttaa tunnistamaan ne henkilöt, joilla on huono ennuste
paranemisen suhteen (21).
Virusviljely on edelleen laajalti käytössä oleva menetelmä influenssan diagnosoinnissa
(Taulukko 1) (24). Viljelyssä voidaan käyttää hyväksi mm. koiran munuaisten (MDCK)
epiteelisoluja. Virusten annetaan lisääntyä soluviljelmässä ja lopullinen tunnistus
tehdään jonkin immunologisen menetelmän avulla, esimerkiksi estämällä viruksen
kasvua soluviljelmässä tunnetulla viruslajikohtaisella vasta-aineella (25). Näytteeksi
soveltuu nielu- tai nenänielunäyte sekä bronkoalveolaarihuuhteluneste. Kaupallisia
kittejä on myynnissä viljelyä varten (http://www.labcorp.com/). Toisin kuin ihmisen
influenssakannoilla, H5N1-kannalla on soluja vaurioittavia ominaisuuksia, mikä näkyy
noin viiden päivän jälkeen viljelyn aloittamisesta valomikroskoopilla (21).
Virusproteiineja voidaan osoittaa suoraan potilasnäytteistä immunologisin keinoin (25).
Antigeeninosoitusmenetelmät perustuvat virusproteiinin tunnistamiseen merkityn vasta-
aineen avulla. Immunofluoresenssitekniikassa merkkiaine fluoresoi valoa,
entsyymiimmunologisessa menetelmässä merkkiaineena on entsyymi. Näytteiden ei
tarvitse sisältää lisääntymiskykyisiä viruspartikkeleja.
Virusnukleiinihappojen osoitus PCR-tekniikalla on herkkä menetelmä, jonka avulla
voidaan mitata virusnukleiinihappojen määrää näytteessä ja sitten määrittää PCR-
tuotteessa olevien geenipätkien emäsjärjestystä. Menetelmä on melko herkkä väärille
positiivisille tuloksille, mikä pitää ottaa huomioon tuloksia tulkittaessa.
Virusserologian perustana ovat IgG- ja IgM-vasta-ainemittaukset (25). IgM-vasta-
ainepitoisuudet kasvavat nopeasti taudin alkuvaiheessa ja laskevat vähitellen
muutamien kuukausien kuluessa. Hankitusta immuniteetista kertovat IgG-vasta-aineet
saattavat sen sijaan säilyä vuosikausia. Akuutin vaiheen seerumi pyritään ottamaan
mahdollisimman varhain ja toipilasvaiheen seerumi pari viikkoa myöhemmin. Näin
saadaan pariseeruminäyte, joiden välistä IgG-vasta-ainetason nousua mitataan. Akuutin
infektion diagnostisena merkkinä pidetään vasta-aine tason merkittävää nousua.
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Taulukko 1. Tällä hetkellä käytössä olevien diagnostisten menetelmien vertailu (24)
Menetelmä Nopeus* Edut Haitat




























Serologia 2 päivää Herkkä ja tarkka Oltava
pariseeruminäytteet
*Aika, jona tulokset ovat valmiina näytteenottohetkestä alkaen
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3. TUTKIMUKSEN TARKOITUS
Tutkimuksen tavoitteena on kehittää suodatusmenetelmä, jota voidaan käyttää eri
influenssavirusten osoittamiseen luonnonvesistä. Työssä verrataan keskenään kolmea
suodatinkalvoa, joiden toimivuus perustuu viruksen sähköisen pintavarauksen ja
suodattimen varauksen keskinäiseen vuorovaikutukseen. Lisäksi kokeillaan uutta
suodatusmenetelmää, jossa käytettävä suodatin kastetaan ennen suodatusta eri
eläinlajien seerumeihin. Suodatusmenetelmän kehittämisessä käytetään hyväksi
viruksen reseptoritunnistusta, joka mahdollistaa sen tarttumisen seerumiin kastettuun
suodatinkalvoon.
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4. AINEISTO JA MENETELMÄT
4.1 Viruskannat
Työssä käytetyt viruskannat (Taulukko 2) lahjoitti ystävällisesti Thedi Ziegler
Kansanterveyslaitokselta. New York ja New Caledonia -viruskannat on eristetty
ihmisestä, Singapore-kanta sorsasta.
Taulukko 2. Tutkimuksessa käytetyt viruskannat
Viruksen serotyyppi Viruskannan nimi HA-tiitteri*
H1N1 A/New Caledonia/20/99 E1 128
15.5.00
H3N2 A/New York/55/04 EE1 512
18.11.05






Työssä käytettiin kolmea erilaista suodatinta tarkoituksena vertailla näiden
ominaisuuksia influenssavirusten suodattajina.
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Yhtenä suodattimena käytettiin Zetapor-kiekkosuodatinta (AMF-Cuno, Meriden,
Connecticut), joka on halkaisijaltaan 47mm kokoinen, jolla on positiivinen varaus ja
jonka huokoskoko on 0,45 ?m. Suodatinta on käytetty hyväksi mm. noro- ja
rotavirusten sekä hepatiitti A -viruksen suodattamisessa (2).
Sartobind D5F-suodatin (Sartorius AG, Goettigen, Germany) on kertakäyttöinen
polysulfonista valmistettu halkaisijaltaan 25 mm suodatin. Se toimii heikkona
emäksisenä anioninvaihtajana ja siinä käytetty kemiallinen ryhmä on dietyyliamiini.
Suodatin on yksikerroksinen, varaukseltaan heikosti positiivinen ja sen paksuus on
0,275 mm. Suodattimen huokoskoko on 3 ?m. Vastaavanlaista suodatinta on käytetty
influenssavirusten suodatukseen aiemminkin hyvin tuloksin (26).
SMWP -suodatinta (Millipore, Billerica) on käytetty suodattamaan ainakin poliovirusta
vesinäytteistä (27). Suodatin on valmistettu biologisesti reagoimattomasta
selluloosaasetaatin ja selluloosanitraatin seoksesta. Suodattimen halkaisija on 25 mm ja
sen huokoskoko on 5 ?m.
Millipore-suodatinta käytettiin sekä sellaisenaan että seerumiliuokseen kastettuna.
Seerumeina käytettiin inaktivoituja naudan, kanan ja sian seerumeita. Niistä käytettiin
kahta vahvuutta: laimentamatonta seerumia sekä seerumia, joka laimennettiin kahden
prosentin vahvuiseksi PBS-puskuriin (fosfaatilla puskuroitu suola, pH 6,8, sisältää
NaCl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4, H2O). Suodatinkalvon annettiin seistä liuoksessa 2–72
tuntia. Juuri ennen suodatusta suodatinkalvo huuhdeltiin vielä PBS-puskurilla.
Vesinäytteiden valmistelu
Viruksen tasainen levittyminen vesinäytteisiin pyrittiin varmistamaan sekoittamalla
virukset ensin pieneen, noin 20 ml määrään tislattua vettä ja kaatamalla saatu seos
tarvittavaan vesimäärään. Vesinäytteitä pidettiin suodatuksen ajan kahden litran
astioissa, joiden sisältö ravisteltiin ja annettiin seistä noin 10 minuuttia ennen
suodatuksen aloitusta. Suodattimia keskenään vertailtaessa käytettiin Singapore-
viruskantaa ja seerumityössä New York -viruskantaa. New Caledonia -viruskannalla
tehtiin muutama kokeilu PCR-ajo, mutta sitä ei käytetty varsinaisessa työssä New York
-kannan samankaltaisuuden vuoksi.
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Suodatettavan näyteveden määräksi sovittiin eri suodattimia keskenään vertailtaessa 0,7
litraa. Tällä vesimäärällä suodatus saatiin kestämään riittävän pitkään, 5–10 minuuttia.
Luonnonvesiä suodatettaessa näytevesien määrät ovat usein vielä tätäkin suurempia,
mutta tällä määrällä saatiin melko hyvä kuva eri suodattimien tehokkuudesta. Seerumiin
kastettujen suodattimien läpi päätettiin suodattaa 0,2 litraa näytevettä. Tässä
suodattimien vertailu oli keskeisin tarkoitus, eikä näyteveden määrää siten ollut tarvetta
suurentaa.
Seerumiin kastettujen suodattimien tehokkuutta kokeiltiin kahdenvahvuisilla
näytevesillä. Vahvempi konsentraatio saatiin sekoittamalla 29 ?l virusta ja laimeampi
sekoittamalla 14,5 ?l virusta 0,2 litraan vettä. Suodattimia vertailtaessa vastaavat kaksi
laimennosta olivat 0,05 ?l ja 0,0005 ?l virusta 0,7 litraa vettä kohden. Suuri ero kahden
testin virusmäärissä johtui niissä käytetyistä PCR-kiteistä.
Näytteet suodatettiin alipainepumppua apuna käyttäen. Valmiit suodatinkalvot säilöttiin
50 ml:n muovisissa koeputkissa (Greiner, Alankomaat) jääkaappiin korkeintaan
kahdeksi tunniksi.
Näytteet nukleiinihappoeristystä varten otettiin suodattimen lisäksi suodattamattomasta
virusta sisältävästä vedestä ja läpisuodattuneesta vedestä. Jokaisessa suodatuksessa
otettiin mukaan yksi tai useampi nukleiinihappoeristykseen menevä kontrollivesi.
4.2.2 Nukleiinihappoeristys
Suodattamisen jälkeen näytteet on käsiteltävä PCR-reaktioita varten. Käsittelyn
tarkoituksena on päästä eroon reaktioita haittaavasta materiaalista siten, että jäljelle jää
puhdistettua RNA:ta. Puhdistettu RNA voidaan pakastaa -20 °C jopa vuoden ajan.
Tässä työssä oli käytössä QIAamp viral mini RNA kit (Qiagen, Duesseldorf, Germany)
-nukleiinihappoeristyskitti, jonka eluutiopuskuria käytettiin sekä nestemäisten
näytteiden että suodattimien eluoimiseen (28). Tässä työssä käytettiin suoraa eluutiota,
mikä on havaittu toimivaksi ainakin enterovirusten eluoinnissa (29,28).
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Suodattimen sisältämään 50 ml:n koeputkeen pipetoitiin kantaja RNA:ta sisältävää
AVL- puskuria (QIAamp viral mini RNA kit) ja asetettiin ravistelijaan kymmeneksi
minuutiksi. AVL-puskurin määrä oli kokeiden alussa 700 ?l, mutta sen määrä lisättiin
1400 mikrolitraan saannon parantamiseksi. Ravistelun jälkeen putken sisällöstä
pipetoitiin 700 ?l 1,5 ml koeputkeen. Nestemäisiä näytteitä pipetoitiin 140 ?l 1,5 ml
koeputkeen, johon pipetoitiin valmiiksi 560 ?l kantaja RNA:ta sisältävää AVLpuskuria.
Valmiit näytteet sekoitettiin huolellisesti ja niiden annettiin seistä huoneenlämmössä
kymmenen minuuttia. Tästä eteenpäin toimittiin kitin ohjeen mukaan.
Seisotuksen jälkeen jokaiseen näytteeseen lisättiin 560 ?l etanolia ja näytteet pipetoitiin
kitissä mukana tulleisiin kolumneihin. Kolumnit sentrifugoitiin, jolloin RNA saatiin
kiinnittymään kolumnissa olevaan silikaattipohjaiseen kalvoon nesteen mennessä alla
olevaan keräilyputkeen. Kalvon sisältämät kolumnit huuhdeltiin ensin pesupuskurilla
AW1, sitten pesupuskurilla AW2. Pestyihin kolumneihin pipetoitiin kuhunkin 60 ?l
AVE eluutioliuosta ja kalvosta irtoava RNA sentrifugoitiin 1,5 ml koeputkiin. Valmiit
RNA-näytteet pakastettiin -20 °C odottamaan PCR-ajoa.
4.2.3 Reaaliaikainen PCR
Reaaliaikainen PCR (kvantitatiivinen PCR eli qPCR) on DNA:n monistamismenetelmä,
jonka avulla perinteisestä PCR-tekniikasta poiketen voidaan määrittää tutkittavan
näytteen pitoisuus (31). Monistuvan DNA templaatin pitoisuutta voidaan seurata joka
monistamiskierroksen jälkeen ja siten selvittää alkuperäisessä näytteessä olevien
viruspartikkelien suuruusluokka. Tässä työssä käytettiin kahta erityyppistä reaaliaikaista
PCR-menetelmää, koettimen avulla toimivaa (ThermoScript ja QuantiTect) sekä ilman
koetinta toimivaa (SYBRgreen).
ThermoScript ja QuantiTect -menetelmissä monistuvan tuotteen määrää seurataan
käyttämällä apuna fluoresoivalla väriaineella leimattua koetinta (32). Fluoresoiva väri
on leimattuna koettimen 5’ päähän. 3’ pään vaimentava leima estää koettimen signaalin
niin kauan kuin koetin on kokonainen. DNA polymeraasientsyymin irrottaessa
koettimen päät toisistaan vaimennus lakkaa ja fluoresenssi havaitaan.
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SYBRgreen-menetelmässä käytetään fluoresoivaa väriainetta, joka sitoutuu
kaksijuosteiseen DNA:han (32). Sitoutumattomana väri ei tee mitään, mutta
sitouduttuaan PCR-tuotteeseen väriaine alkaa fluoresoida. Koska väriaine tarttuu
kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han, PCR-ajosta tehdään sulamiskäyrä tuotteiden
varmentamiseksi. Lämpötilaa nostetaan hitaasti 67 °C:sta 95 °C:een, jolloin näytteessä
olevat kaksoisjuosteiset DNA-pätkät irtoavat toisistaan kullekin pätkälle tyypillisessä
lämpötilassa (sulamispiste). Kun tiedetään toivotun tuotteen sulamispiste,
kontaminaatiot ja toisiinsa sitoutuneet alukkeet voidaan havaita erillään tuotteesta.
Monistuvan DNA:n pitoisuus saadaan laskettua kohdasta, jossa DNA:n monistuminen
on riippuvainen näytteen pitoisuudesta. Tämä havaitaan tietokoneohjelman piirtämässä
käyrässä eksponentiaalisena fluoresenssin vahvistumisena (31).
Tuloksia laskettaessa kiinnitetään huomio kohtaan, jossa nouseva käyrä nousee yli
sovitun fluoresenssin raja-arvon. Tältä kohdalta saadaan Ct-arvo, joka ilmoittaa, minkä
PCR-kierroksen kohdalla saadaan havaituksi raja-arvon ylittävä fluoresenssi. Tässä
työssä raja-arvoksi sovittiin 0,02, joka on käytössä myös osassa muista laboratorion
PCR-ajoista.
Näytteen alkuperäisen pitoisuuden laskemista varten tarvitaan standardisuora. Suoralta
saadaan laskettua näytteen pitoisuus, kun verrataan siitä havaittua fluoresenssia käyrän
pisteisiin (32). Siten jokaiselle näytteelle saadaan lukuarvo PCR-yksiköissä ilmaistuna.
Yksi PCR-yksikkö vastaa usein kymmeniä, jopa satoja viruksia ja tarkkaa virusmäärää
ei siten saa laskettua. Laskuja varten suurimman Ct-arvon saaneelle laimennukselle
annetaan arvoksi 10 yksikköä, seuraavaksi suurimmalle 100 yksikköä ja niin edelleen.
Näihin annettuihin virusmääriin ja näytteiden Ct-arvoihin perustuen saadaan laskettua
arvio alkuperäisen näytteen pitoisuudesta, kun jokaisessa PCR-ajossa käytetään mukana
kontrollinäytettä standardisuoralta.
Reaktioseos
Tässä työssä käytettiin useampaa PCR-kittiä, joiden soveltuvuus
influenssavirusnäytteille testattiin ennen suodatettujen näytteiden ajoja.
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Geenimonistus ThermoScript PCR-kittiä käyttäen
ThermoScript PCR (Invitrogen, California) -kitillä tehtiin alkuvaiheen suodatuksia.
Tässä kitissä PCR-reaktiota varten tehtävä reaktioseos sisältää useamman komponentin,
jotka pipetoidaan samaan eppendorf-putkeen oikeassa suhteessa (Taulukko 3.). 2X
Thermocript reaktioseoksessa on mukana polymeraasientsyymi, puskuriliuos ja
oligonukleotidiseos. Reaktioseokseen lisätään alukkeet (primer) ja koetin (probe) sekä
käänteiskopioijaentsyymejä sisältävä seos (Taq), jolloin tätä työvaihetta (RT-reaktio) ei
tarvitse tehdä erikseen eikä PCR putkia avata uudelleen. Vertailuväriksi tässä kitissä
pipetoidaan ROX-väriaine ja tilavuus tasapainotetaan ultrapuhtaalla vedellä (32).
Näytteen koko on 5 ?l.
Taulukko 3. ThermoScript PCR -kitin pipetointikaavio
Lopullinen seos Määrä yhdenkertaisessa seoksessa
??l)
2X Thermocript reaktioseos 1X 12,5
Primer F (INFA 13 10?M) 1 ?M 2,5
Primer R (INFA 1 10?M) 1 ?M 2,5
Probe (INFA PROBE 5?M) 0,3 ?M 1,5
ROX vertailuväri (50x) 0,15 ?l 0,2
Taq entsyymiseos 0,5 ?l 0,2
Ultrapuhdas vesi vaihtelee 0,2
Summa (?l) 20
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Geeninmonistus QuantiTect Probe RT-PCR -kittiä käyttäen
Myöhemmissä suodatuksissa käytetty QuantiTect Probe RT-PCR -kitti (Qiagen,
Duesseldorf, Germany) on hyvin samankaltainen kuin ThermoScript PCR. Siinä ei ole
käytössä ROX-väriainetta, mutta siinäkin RT-reaktioon tarvittavat entsyymit
pipetoidaan näytteeseen samanaikaisesti polymeraasientsyymien kanssa (Taulukko 4).
Näytteen koko on 5 ?l.
Taulukko 4. QuantiTect Probe -kitin pipetointikaavio
Lopullinen seos Määrä yhdenkertaisessa seoksessa
??l)
2X RT-PCR reaktioseos 1X 10
Primer F (INFA 13 10?M) 1 ?M 2
Primer R (INFA 1 10?M) 1 ?M 2
Probe (INFA PROBE 5?M) 0,3 ?M 0,3
Taq entsyymiseos 0,2 ?M 0,2
Ultrapuhdas vesi vaihtelee 0,5
Summa (?l) 15
Geeninmonistus QuantiTect SYBR Green PCR -kittiä käyttäen
SYBRgreen-kittiä (Qiagen, Duesseldorf, Germany) käytettäessä RT-reaktio tehdään
erillään PCR-reaktiosta (34). RNA:ta sisältäviin näytteisiin pipetoidaan
käänteiskopiointientsyymiä ja oligonukleotideja sisältävä reaktioseos (Taulukko 5) ja
annetaan inkuboitua 42 °C lämpötilassa tunnin ajan. Näin saatuihin DNA-näytteisiin
pipetoidaan väriaineen, polymeraasientyymin ja oligonukleotidit sisältävä PCR-
reaktioseos  (Taulukko  6)  ja  näytteet  ovat  valmiit  PCR-ajoa  varten.  Näytteen  koko  on
3 ?l sekä RT-vaiheessa että PCR-ajossa.
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Taulukko 5. SYBRgreen-kitin RT-reaktion pipetointikaavio
Lopullinen seos Määrä yhdenkertaisessa seoksessa
??l)




dNTP 25 mM 1x 3,5
RNAsin inhibiittori 1x 0,5





Taulukko 6. SYBRgreen-kitin PCR-vaiheen pipetointikaavio
Lopullinen seos Määrä yhdenkertaisessa seoksessa
??l)
2x SYBRgreen 1x 10
Primer INFA-13u 10 ?M 0,5 1




Alukkeet ja koetin oli tilattu erikseen influenssaviruksia varten van Eldenin
tutkimusryhmän julkaisun perusteella (Taulukko 7) (3).
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Taulukko 7. Alukkeet ja koetin




INFA -1 5' GGACTGCAGCGTAGACGCTT 217-236
INFA -13 5' CATYCTGTTGTATATATGAGRCCCAT 277-405*1
INFA -13u 5' CATYCTGTTGTATATATGAGGCCCAT 277-405*1
INFA probe 5'CTCAGTTATTCTGCTGGTGCACTTGCCA 349-376
*Alukkeet ja koetin ovat vastaavilla nukleotidipaikoilla kuin A/Port Chalmers/1/73
(H3N2) ja A/Texas/36/91 (H1N1) -influenssaviruskantojen vaippageenin paikat
*1 Modifioitu van Eldenin tutkimusryhmän alukkeista
Reaaliaikaisen PCR laitteen ajoprofiili
Tässä työssä käytettiin Corbett research Rotorgene 300 -nimistä geeninmonistuslaitetta.
Reaktion kokonaistilavuus oli 20 ?l ja näytteiden suurin mahdollinen määrä ajoa
kohden pientä roottoria käytettäessä 36. Isoa 72 näytepaikkaa sisältävää roottoria ei
tässä työssä käytetty. Ajoprofiili määritettiin muutaman kokeiluajon jälkeen
influenssavirus A:lle optimaaliseksi sekä koetin-kiteillä että SYBRgreen-kitillä
(Taulukot 8 ja 9).
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Taulukko 8. Koettimeen perustuvien kittien PCR-ajoprofiili
Vaihe Aika Lämpötila (°C)
Käänteiskopiointi 30 minuuttia 55
Monistus (50 kierrosta) 15 sekuntia 95
45 sekuntia 54
45 sekuntia 72
Jäähdytys 30 sekuntia 4
Taulukko 9. SYBRgreen ajoprofiili
Vaihe Aika Lämpötila (°C)
Esilämmitys 30 minuuttia 95
Monistus (50 kierrosta) 15 sekuntia 95
45 sekuntia 54
45 sekuntia 72




Käytössä olleista viruskannoista tehtiin laimennussarjat 10-1:stä 10-8:aan (3).
Laimennussarjat ajettiin reaaliaikaisella PCR-laitteella ja tulosten pohjalta muodostettiin
standardisuorat Singapore ja New York -viruskannoille (kuvat 7-11). New Caledonia
-viruskannan todettiin käyttäytyvän samankaltaisesti New York -kannan kanssa, eikä
sen PCR-ajosta laskettu standardisuoraa eikä sitä käytetty suodatuksissa.
Standardisuorien perusteella valittiin yksi laimennos, jonka Ct-arvo olisi luultavimmin
lähellä suodatettujen näytteiden Ct-arvoja. Tätä laimennosta käytettiin positiivisena
kontrollina laskettaessa virusmääriä suodatuksien PCR-ajoille. New York -virukselle
näytteiden kanssa ajettavaksi standardinäytteeksi valittiin koettimiin perustuvilla PCR-
menetelmillä 10-3-laimennus, SYBRgreen-menetelmän kanssa 10-4-laimennus. New
York -viruksen tiitteri eli kääntäen laimein tuloksen antava laimennus oli 105
ThermoScript PCR -kittiä käyttäen. Singapore-viruksen titteri oli 107, kun käytössä oli
QuantiTect SYBRgreen PCR -kitti.
PCR-kuvaajan tulkitseminen
PCR-ajo-ohjelma piirtää ajosta kuvaajan, jossa nähdään fluoresenssi ajokierroksen
funktiona. Treshold on raja-arvo, jonka kohdalta lasketaan näytteiden Ct-arvot.
R^2 -arvo kertoo kuinka hyvin suora korreloi tulosten kanssa. Arvon pitäisi olla yli 0,98.
Efficiency tarkoittaa tehokkuutta. Sen tulisi olla niin lähellä yhtä kuin mahdollista,
jolloin mallina olevan DNA-pätkän (templaatin) määrä tuplaantuu joka
monistuskierroksella.
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Kuva 7. New York -viruskannan laimennossarja ja siitä piirretty standardisuora
ThermoScript PCR -kitillä
Kuvan 7 standardisuoran tunnusluvut jäävät hieman toivotuista arvoista. R^2-arvo jää
hieman alle tavoitellun 0,98, mikä kertoo, ettei korrelaatio suoran ja tulosten välillä ole
aivan optimaalinen. Testin tehokkuus jää puoleen toivotusta, mikä kuvaa templaatin
huonoa monistumistehokkuutta.
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Kuva 8. New York -viruskannan laimennossarja ja siitä piirretty standardisuora
SYBRgreen-kitillä
SYBRgreen-kittiä käytettäessä korrelaatio on parempi kuin koetin-kittiä käytettäessä.
Myös tehokkuus on noussut, vaikka se ei vieläkään ole optimaalinen.
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Kuva 9. Sulamiskäyrän perusteella New York -viruskannan sulamispiste on 81–81,5
astetta
Singapore-viruksella töitä tehdessä käytettiin vain SYBRgreen-menetelmää, sillä
koetinmenetelmillä ajetut laimennossarjat antoivat liian matalia fluoresenssejä.
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Kuva 10. Singapore-viruskannan laimennossarja ja siitä piirretty standardisuora
SYBRgreen-menetelmällä
Kuvassa 10 on melko optimaalinen standardisuora. R^2 on enemmän kuin 0,98 ja
tehokkuus on hyvin lähellä yhtä.
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Kuva 11. Sulamiskäyrän perusteella Singapore-viruskannan sulamispiste on 83,3–83,5
astetta.
QuantiTect Probe -kitillä ajetut testiajot antoivat hyvin matalia ja myöhäisillä
kierrosluvuilla näkyviä fluoresensseja. Vaikuttaisi siltä, ettei testin käyttö sovellu näiden
alukkeiden ja koettimien kanssa käytettäväksi ainakaan näissä olosuhteissa. Sovittiin,
että kittiä ei käytetä suodatusten PCR-ajoihin, vaan ajot tehdään ThermoScript PCR
-kitillä ja SYBRgreen-kitillä.
Tulosten tulkitseminen
PCR-ajosta saadaan tulokseksi Ct-arvoja, jotka kertovat kohdan, jossa näytteen
fluoresenssikäyrä nousee yli sovitun raja-arvon. Lisäksi tunnettua standardinäytettä
apuna käyttäen saadaan tietää näytteiden PCR-yksikkömäärät, joiden avulla voidaan
arvioida viruksen määrää alkuperäisessä näytteessä. PCR-yksikkö voi olla useita
kymmeniä, jopa satoja viruksia.
SYBRgreen PCR-kittiä käytettäessä suodattimille saaduista PCR-yksiköistä saadaan
laskettua suodattimeen alun perin tarttuneiden virusten suuntaa antavaa määrää
seuraavaa kaavaa apuna käyttäen:
3/10 *PCR yksikkömäärä*20*2
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Alkuperäisessä näytteessä olevan virusmäärän arvio saadaan seuraavasta kaavasta:
3/10*PCR yksikkömäärä*20*5000
Nämä arvot näkyvät tulostaulukoissa ”Viruksen määrä (yksikköä)” -sarakkeessa.
”Suodatin/Näyte (%)” kuvaa suodattimen tehokkuutta ja se saadaan jakamalla
suodattimeen jäänyt virusmäärä koko näytteessä olleella virusmäärällä.
Taulukko 10. Taulukon lukeminen
Näyte Ct-arvo Viruksen määrä (yksikköä) Suodatin/Näyte (%)
X
Y
PCR-ajon sulamiskäyrän avulla pystytään erottamaan haluttu tuote epäspesifisistä
tuotteista, kuten pariutuneista alukkeista. Usein kontrolleina olleet vedet saavat
Ct-arvokseen yli 40 ja osoittautuvat sulamiskäyräanalyysissä olevan ilman
sulamispistettä. Kontrollivesien ei tällaisessa tilanteessa katsota kontaminoituneen.
Oikean tuotteen sulamispistekin voi hieman vaihdella PCR-ajosta riippuen, yleensä se
pysyy kuitenkin puolen asteen rajoissa.
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5. TULOKSET
5.1 Kolmen suodattimen vertailu
Parasta suodatusmenetelmää influenssa A -virukselle selvitettiin vertailemalla
keskenään Zetapor-, Millipore- ja Sartorius-suodattimia käyttäen testinä QuantiTect
SYBRgreen PCR -kittiä. Suodattimien vertailussa käytetty influenssaviruskanta oli
A/DK/Singapore H5N2 ja se sekoitettiin tislattuun veteen. Suodatettavaksi vesimääräksi
sovittiin 0,7 litraa ja käytettävä virusmäärä määriteltiin testisuodatuksen perusteella.
Kattavimman tuloksen saamiseksi päätettiin käyttää sekä sitä virusmäärää, jonka
suodatuksen tuloksena suodatinkalvo olisi selvästi positiivinen, että määrää, jonka
tuloksena kalvo olisi vain juuri ja juuri havaittavasti positiivinen. Suodatuskokeilun
perusteella suodatettaviksi vahvuuksiksi valittiin 10-3 ja 10-5 laimennokset stokkivirusta,
jonka titteri oli 107.
Kuva 12. Suodatuskokeilu, valitut virusvahvuudet merkitty numeroilla 3 (ct 26,40) ja
7 (ct 33,57)
Oikeiden laimennosten löydyttyä viruksella kontaminoidut vesinäytteet suodatettiin ja
ajettiin PCR-laitteella ensin kertaalleen menetelmän toimivuuden testaamiseksi.
Tulosten ollessa hyväksyttävät siirryttiin varsinaisen kokeen suorittamiseen.
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Vesinäytteistä, joissa oli vähemmän viruksia (10-3) tehtiin kaksi rinnakkaista suodatusta,
kun taas 10-5-vahvuisista näytteistä suodatukset tehtiin neljä kertaa. 10-5-vahvuisten
näytteiden kahdesta rinnakkaisesta suodatuksesta tehtiin vielä rinnakkaisnäytteet
PCR-ajoa varten, jotta nähtäisiin RT-vaiheen onnistumisen vaikutus tuloksiin.
Tulosten perusteella Millipore-suodatin oli tehokkain suodattamaan molempia
kokeiltuja virusvahvuuksia (Taulukko 11). Paras suodatustehokkuus saatiin 10^-3-
vahvuudella. Kahden muun suodattimen keskinäinen ero oli pienempi, mutta ainakin
näissä kokeissa Zetapor osoittautui hivenen tehokkaammaksi Sartoriukseen nähden
suodatettaessa influenssaviruksia.
Tulosten hajonta PCR-yksiköissä mitattuna oli melkoinen, vaikka Ct-arvojen ja
tehokkuuksien perusteella voisi ajatella sen pysyvän pienenä. Tulokset ovat kuitenkin
samansuuntaiset molemmilla virusvahvuuksilla suodatettuna. Näiden tulosten
perusteella 10^-5-vahvuinen näyte ei ole ollut aivan 1:100 laimennos. Tämä voi johtua
pipetointivirheestä tai viruksen epätasaisesta jakautumisesta laimennosveteen
alkuperäisessä näytteessä.
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Ct-arvo* Viruksen määrä (PCR-
yksikköä/700 ml)*
Saanto (%)*
Näytevesi 10^-3 29,0 (+/-0,1) 95,0*10^6 (+/- 9,0*10^6)
Zetapor 10^-3 20,5 (+/-0,5) 14,5*10^6 (+/- 4,6*10^6) 15,9 (+/- 6,4)
Millipore 10^-3 18,3 (+/-0,1) 62,4*10^6 (+/- 5,7*10^6) 65,7 (+/- 0,2)
Sartorius 10^-3 22,0 (+/-0,9) 5,75*10^6 (+/- 3,1*10^6) 5,80 (+/- 2,7)
Näytevesi 10^-5 31,1 (+/-0,8) 12,5*10^6 (+/- 10*10^6)
Zetapor 10^-5 21,4 (+/-0,8) 2,53*10^6 (+/- 0,5*10^6) 22,3 (+/- 2,4)
Millipore 10^-5 19,8 (+/-0,6) 9,87*10^6 (+/- 3,1*10^6) 63,5 (+/- 1,4)
Sartorius 10^-5 22,1 (+/-0,8) 2,037*10^6 (+/- 0,5*10^6) 13,7 (+/- 4,9)
* Tulokset ilmoitettu keskiarvoina, suluissa poikkeama keskiarvosta
5.2 Eri eläinlajien seerumeihin kastetut suodattimet
Kanan, sian ja naudan seerumeihin kastettujen Millipore-suodattimien paremmuutta
toisiinsa nähden ja verrattuna seerumiin kastamattomaan kontrolliin selvitettiin
käyttämällä seerumista kahta eri vahvuutta, laimentamatonta seerumia sekä 2 %
seerumia. Suodattimen saanto määritettiin suodattimelta löytyneiden virusyksikköjen
määrän ja näytteessä olleen viruksen määrän suhteena.
Yön yli laimentamattomissa seerumeissa pidettyjen suodattimien läpi suodatettiin
200 ml New York -viruskannalla kontaminoitua vettä. Viruksen määrä oli näissä
suodatuksissa 29 ?l (titteri 105). ThermoScript PCR -ajon jälkeen tuloksia verrattiin
toisiinsa (kuva 13). Kontrollina toimi New York -viruskanta, josta tässä ajossa käytettiin
laimennosta 10-4. Tässä suodatuksessa käytettiin koettimeen perustuvaa PCR-kittiä,
mikä selittää suhteessa pienemmät virusmäärät Ct-arvoihin nähden.
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Kuva 13. Millipore-suodattimien vertailu eri seerumeihin kastettuna ja ilman seerumia
Seerumeihin kastetut suodattimet eivät konsentroineet viruksia vedestä tehokkaammin
kuin pelkkä kontrollisuodatin. Virussaantojen keskinäinen vaihtelu oli vähäistä (26,2–
31,1 %) (Taulukko 12).
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Taulukko 12. Influenssa A -viruksen virussaannot, kun viruspitoista vettä on suodatettu
seerumeilla käsiteltyjen suodattimien läpi, viruksena New York.
Näyte Ct-arvo Viruksen määrä (PCR-yksikköä)* Saanto (%)
Suodatin, kanan seerumi 12,53 43,8*10^3 26,6
Suodatin, sian seerumi 13,13 30,3*10^3 26,2
Suodatin, naudan seerumi 14,19 10,2*10^3 31,1
Suodatin, ei seerumia 12,46 45,8*10^3 30,0
*Viruksien arvioitu määrä suodattimelta eluoituna
Singapore-viruskannalla tehdyt suodatukset antoivat samansuuntaisen tuloksen kuin
New  York  -kannalla  tehdyt.  Hajonta  oli  suurempi,  virussaannot  vaihtelivat  7,2  %  ja
16,4 % välillä (Taulukko 13). Suodatin, jota ei ollut kastettu seerumiin, oli tässä
suodatuksessa toiseksi tehokkain.
Taulukko 13. Influenssa A -viruksen virussaannot, kun viruspitoista vettä on suodatettu
seerumeilla käsiteltyjen suodattimien läpi, viruksena Singapore
Näyte Ct-arvo Viruksen määrä (yksikköä) Saanto (%)*
Suodatin, kanan seerumi 16,7 2,3*10^6 7,60
Suodatin, sian seerumi 17,8 1,1*10^6 16,4
Suodatin, naudan seerumi 16,6 2,4*10^6 7,20
Suodatin, ei seerumia 17,5 1,3*10^6 13,4
Molemmissa suodatuksissa läpimennyt vesi osoittautui negatiiviseksi. Myöhemmin
Singapore-kannalla tehdyt suodatukset analysoitiin pakastettuna säilytetystä RNA:sta
uudelleen SYBRgreen RT-PCR -testillä, jolloin suodattimien lävitse menneestä vedestä
voitiin osoittaa jonkin verran viruksia (Ct-arvot 27,39–28,54). Tulosten perusteella




Influenssaviruksen säilyvyydelle vesistöissä on tutkimusten perusteella annettu
vaihtelevia aikoja veden laadusta riippuen (5,14,17,18). Näyttäisi siltä, että
suolattomassa viileässä vedessä viruksen infektiokyky voi säilyä yli 190 vuorokautta
(14). Virusmäärät vedessä ovat hyvin pieniä, joten influenssaviruksen havainnoimiseksi
luonnonvesistä tarvitaan tehokkaita konsentraatiomenetelmiä.
Suodatuksen avulla pienet virusmäärät saadaan teoriassa otettua talteen 100 %
tehokkuudella, mutta täydellisen tehokkaita suodattimia ei ole vielä saatu kehiteltyä
ainakaan virusten suodattamiseen. Hyvin lähelle on päästy esimerkiksi Sedillon ryhmän
tutkimuksessa, jossa kahden hiilisuodattimen ilmoitetaan kiinnittävän 92–99 %
suodatetuista partikkeleista suodattimelle. Menetelmän huonona puolena on
suodattimien huono saanto, sillä vain 9,4 % viruksista saatiin eluoitua irti suodattimilta
(35). Tässä työssä suodattimien kiinnittämiskyky oli Sedillon tuloksia heikompi, mutta
saannot olivat huomattavasti parempia parhaiden tulosten ollessa 65 % luokkaa.
Viruksien saanto suodattimelta riippuu suodattimen ominaisuuksien lisäksi työntekijän
pipetointitarkkuudesta, PCR-ajosta sekä eluutioista. Työssä oli käytössä suora eluutio,
missä virus saadaan hajotettua samalla kun se irrotetaan suodattimelta. Toinen
yleisempi vaihtoehto olisi ollut käyttää jotain sellaista puskuria, joka olisi irrottanut
viruksen suodattimelta kokonaisena. Tällöin viruksen lipidivaipan ja proteiinikuoren
hajotus olisi pitänyt tehdä erikseen.
Työssä käytetyt alukkeet ja koetin oli alun perin testattu PCR-kitillä, jossa
käänteiskopiointivaihe tehtiin erikseen (3). Tämä voisi selittää sen, ettei koettimen
käyttöön perustuva PCR-menetelmä ollut kovin herkkä. Toisia alukkeita ja koettimia
kokeilemalla voisi saada aikaan menetelmän, joka olisi herkkä myös tässä työssä
käytettyjen PCR-kittien kanssa.
Tässä työssä muut seikat, kuten lämpötilat, suodatusajat ja puskuriliuokset, pyrittiin
pitämään vakiona suodattimien vaihtuessa. Työssä käytettävänä lyysispuskurina toimi
useamman eri viruksen eluutiossa käytettävä yleispätevä liuos. Voi olla, että erilaiset
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suodattimet olisivat vaatineet ominaisuuksiltaan, kuten happamuudeltaan, erilaiset
lyysispuskuriliuokset. Sopivan virukset hajottavan lyysispuskuriliuoksen etsiminen
vaatisi vielä lisätutkimuksia. Lyysispuskurin määrän kasvattaminen 700 ?l:sta
1400 ?l:aan paransi selvästi saantoja. Ilmeisesti pienemmästä puskuriliuoksen määrästä
osa imeytyi suodattimeen eikä siten ollut pipetoitavissa jatkokäsittelyjä varten.
Yhdessä PCR-ajossa myös läpisuodattuneet virusmäärät fluoresoivat riittävästi
noustakseen yli kynnysarvosta. Tästä ajosta saatujen tulosten perusteella noin
kolmasosa alkuperäisen näyteveden viruksista meni suodattimen läpi suodattuneeseen
veteen. Loput matkalle jääneet virukset eivät irronneet eluutiossa tai jäivät
pipetinkärkiin ja kaatoastioiden pisaroihin.
Influenssaviruksille on tyypillistä takertua toisiinsa pakastettaessa siten, että veteen
sekoitettaessa virus ei levity tasaisesti koko annettuun tilavuuteen. Ominaisuus
hankaloittaa luotettavien tulosten saamista. Virus levittyy tasaisemmin, kun se
sekoitetaan laimennusveteensä kunnolla ja vesiseoksen annetaan seistä ennen
suodattumista.
Eri eläinlajien seerumeihin kastettujen suodattimien toivottiin tuovan muutoksia
suodatustehokkuuksiin. Mikäli virukset olisivat tarttuneet suodattimessa oleviin
seerumeihin, olisi ollut oletettavaa, että linnun Singapore-kanta olisi tarttunut
seerumeista parhaiten kanan seerumiin. Ihmisten New York -viruskannan olisi sitä
vastoin pitänyt tarttua parhaiten sian seerumiin (samanlainen siaalihapon sokeriosa).
Tällöin esimerkiksi korkeapatogeeninen H5N1-viruskanta olisi ollut mahdollista löytää
useiden muiden virusten joukosta. Virukset näyttivät kuitenkin tarttuvan yhtä hyvin
kaikkiin vaihtoehtoina olleisiin Millipore-suodattimiin. On mahdollista, että
suodatuskokeilu ei ollut sopiva testaamaan sitoutumista, vaan olisi vaatinut
perusteellista olosuhteiden optimointia.
Mikäli seerumiin kastetut suodattimet olisivat toimineet kastamatonta paremmin,
virusten selektiivinen suodatus olisi parantunut. Suodatin, johon esimerkiksi vain
lintujen viruskannat tarttuisivat, auttaisi tutkijoita saamaan nopeammin esille etsittyjä
viruskantoja. Toisaalta suodatuksen valmisteluun käytettävä aika kasvaisi ja
kustannukset nousisivat.
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Seerumeihin kastettujen suodattimien vertailussa käytettiin melko suuria
viruspitoisuuksia. Osittain tämä johtuu työssä käytetyn koettimen toimintaan perustuvan
PCR-menetelmän epäherkkyydestä influenssavirusten suhteen. Suurilla virus-
pitoisuuksilla suodatettaessa voidaan havaita suodattimen tehokkuuden laskua sen
kapasiteetin ylittyessä. Tällöin viruksiin sähköisesti kiinnittyvien vapaiden molekyylien
määrä suodattimessa on huomattavasti vähentynyt eikä suodatin pysty parantamaan
suodatustehoa vaikka viruksia olisi runsaasti valmiina tarttumaan kiinni.
Tutkimus, jossa influenssaviruksen tarttuminen seerumiin on havaittu (1), käsitteli
soluviljelmiä. Viljelmissä seerumia on jatkuvasti saatavilla, kun taas tässä
tutkimuksessa suodatin käsiteltiin seerumilla ennen suodatusta, eikä seerumia lisätty.
Seerumiin mahdollisesti tarttuneet virukset saattavat huuhtoutua seerumin mukana
suodattimen läpi. Soluviljelmässä on lisäksi käytössä runsaasti aikaa, jona virukset
pääsevät tarttumaan seerumiin. Suodatuksessa kontakti on hyvin nopea eikä hitaasti
kehittyviä sidoksia ehdi syntyä.
Kaikilla kolmella vertailussa olleella suodattimella, tai ainakin niitä vastaavilla
suodattimilla, on aikaisemmin suodatettu viruksia (2,36,37). Tässäkin työssä käytetyllä
Zetapor-suodattimella saadaan keskimäärin 100–500-kertainen konsentrointi
suodatettaessa noroviruksia litran juomavesinäytteestä (36). Milliporen MF
-suodattimen tehokkuudeksi on saatu 48–63 % suodatettaessa poliovirusta (37).
Influenssaviruksen suodattumisesta ei vielä ole julkaistu vertailevia tutkimuksia.
Milliporen nitroselluloosasuodatin voisi olla hyvä valinta erilaisia hiukkaskokoja
sisältäviä luonnonvesiä suodatettaessa, sillä siinä on suuri huokoskoko ja suodatettava
vesi kulkee nopeasti järjestelmän läpi hyvin pienellä alipaineella. Tässä tutkimuksessa
suodattimen pienestä läpimitasta johtuen näytteen kaatoastia oli vain 50 ml suuruinen.
Tämä hankaloitti suurten määrien suodattamista, sillä näytettä piti lisätä järjestelmään
lähes jatkuvalla syötöllä. Toimiakseen sujuvasti suodattimen kokoa tulisi suurentaa,
mikä onnistuu helposti valitsemalla kaupalliselta yhtiöltä läpimitaltaan suurempi, mutta
ominaisuuksiltaan samanlainen suodatin. Suuremman pinta-alan ansiosta virussaannot
todennäköisesti kasvaisivat.
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Tutkittu menetelmä soveltuisi influenssavirusten suodatukseen melko hyvin jo tässä
vaiheessa. Lisätutkimuksia influenssavirusten suodattuvuudesta olisi kuitenkin hyvä
vielä tehdä menetelmän optimoimiseksi. Sellaisten alukkeiden ja koettimen hakeminen,
jotka mahdollistaisivat yksinkertaisemman ja nopeamman koetin-PCR-menetelmän
käytön säilyttäen hitaamman SYBRgreen-menetelmän herkkyyden, olisi hyödyllistä
viruksen optimaaliseen irrottamiseen membraanilta. Myös lyysispuskurin vaihtamista
johonkin sopivampaan voisi harkita. Tässä työssä ei ehditty aloittaa luonnonvesien
suodatuskokeiluja ja onkin oletettavaa, että siinä tulee olemaan monia haasteita.
Useiden eri virusten, muiden partikkelien ja humuksen sisältyminen samaan näytteeseen
voi vaikeuttaa suodattamista suodattimen hyvistä ominaisuuksista huolimatta.
Tutkimuksessa käytetyssä geeninmonistustestissä eri influenssavirus kannoilla on eri
sulamispiste PCR-ajoissa. Tieto etsittävien viruskantojen, esimerkiksi H5N1-kannan,




Vertailtaessa keskenään kolmea suodatinta, Zetaporia, Milliporea ja Sartoriusta,
Milliporen suodatin oli tehokkain suodattamaan influenssaviruksia vesinäytteistä.
Lisätutkimuksia tarvitaan vielä, jotta menetelmä toimisi moitteettomasti myös
luonnonvesiä suodatettaessa.
Seerumiin kastaminen ei muuta suodatustehokkuutta vertailtaessa keskenään kanan,
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